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RESUMO

A auto-enxertia de nervo é o tratamento de escolha para grandes
perdas de tecido neural que ndo podem ser reparadas por meio
de rafia primaria. A utilizagdo do enxerto venoso previamente
conservado em glicerol seria uma alternativa para diminuir o
tempo operatério e a morbidade cirlrgica nesses casos. Os va-
sos preservados em glicerol nao apresentam destruicdo de sua
estrutura, o que permite seu uso na microcirurgia vascular, tendo
a vantagem de diminuir a imunogenicidade do enxerto. O objetivo
deste trabalho experimental foi comparar o grau de reparagao
nervosa, utilizando andlise histoldgica, contagem do nimero de
axénios mielinizados regenerados e analise funcional, obtida com
a interposicao de enxerto autdégeno (grupo A) e de tubo de veia
glicerolada (grupo B) em defeitos de 5 mm no nervo fibular de
ratos Wistar. Somente no grupo A foi observado a formagao de
neuroma. O grupo B apresentou padrdes histoldgicos compativeis
com diminuigdo quantitativa do nimero de axénios mielinizados
regenerados em menor nUmero em relagao ao grupo A (controle).
Na recuperagao funcional, nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os dois grupos.

Descritores: Nervos periféricos/cirurgia; Regeneragdo nervosa;
Glicerol; Veias.
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INTRODUGAO

As possiveis causas de destruicdo parcial de fibras nervosas,
sdo as trauméticas, neoplasicas e as iatrogénicas!". A repercus-
sdo imediata é o déficit funcional, que conforme a gravidade do
acometimento e a sua extensao, pode tornar impossivel o reparo
através de rafia primaria.

Dentre todas as técnicas disponiveis para a reparacéo neural a
rafia primaria destaca-se como a de melhores resultados histolo-
gicos e funcionais, seguida pela técnica de auto-enxertia®?. Esta
técnica é capaz de guiar o crescimento axonal e unir as extremi-
dades do coto distal e proximal, reduzindo a tenséo na linha de
sutura, fator este que inibiria a reparagao neural .

Com a utilizagéo da auto-enxertia, alguns fatores devem ser
considerados: 1) sempre produz morbidade da area doadora; 2)
extensas perdas de tecido neural demandam grande quantidade de

SUMMARY

Autografting is the treatment of choice for cases of major nervous
tissue loss where the ruptured nerve ends cannot be reduced. The
use of a venous autograft previously treated with glycerol may be an
alternative treatment, as it reduces surgery time duration and level
of morbidity. Blood vessel explants, used in vascular microsurgery,
kept in glycerol maintain their original biological structure, and when
used in autografting, present reduced levels of patient’s immune
response. The aim of this study was to compare the level of nervous
tissue regeneration by using histological analysis, regenerated
myelinized axons counts, and functional analysis, obtained with
the interposition of autologous graft (group A) and glycerol-treated
vein tube (group B) in 5-mm defects on Wistar rats’ fibular nerves.
Neuroma was observed in animals of group A only. Both groups
presented histological pattern consistent with reduced number of
regrown axons with myelin sheath, although the number of such
neurons was smaller in animals in group B as compared with those
in group A. Regarding the functional after-healing assessment, both
groups presented no statistically significant differences.
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tecido autélogo, as vezes insuficiente; 3) a utilizacao de substitutos
tubulares reduz o tempo de cirurgia®®,

Estudos sobre grandes perdas de tecido neural e a necessidade
de pontes conectando as extremidades proximais e distais foram
realizados durante a segunda metade do século dezenove®. Uma
alternativa viavel e de baixa morbidade é através das camaras
de tubulizagdo®. Neste método, os cotos proximal e distal sdo
introduzidos em cada extremidade de um tubo e ancorados com
suturas epineurais. Os axbnios regeneram-se do coto proximal
penetrando na luz do tubo para alcangar o coto distal®. Os tubos
fornecem um suporte mecéanico, diminuem a tens&o entre os cotos
e a quantidade de material na sutura, reduzindo desta forma a
resposta cicatricial®®. A tubulizac&o permite a manipulagao expe-
rimental do micro-ambiente neural como aplicacéo de farmacos
que estimulem a regeneragao-
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Muitos materiais foram estudados como forma de tubulizagao,
incluindo materiais como osso descalcificado, tubo de fascia, tubos
sintéticos e tubos reabsorviveis®

Dentre as formas de tubulizacdo, desenvolveu-se bem a reconstru-
¢ao neural com a utilizagéo de vasos. Foramitti® em 1904, relatou
regeneracao neural bem sucedida utilizando enxerto arterial. Em
1909, Wrede!"9 realizou-a por meio de enxerto venoso. Em 1941,
Swan" utilizou enxerto venoso na corregao de leséo de nervo ulnar
em humanos e em 1943 Weiss!'? usou tubo de artérias dissecadas
e criopreservadas para guiar a regeneracao neural.

Em 1982, Brunelli et al.("® demonstraram a possibilidade de com-
pleta regeneracao neural no interior de enxertos autélogos de
veia em defeitos menores que 1 cm g, posteriormente, em 1987,
demonstraram a atragao quimiotatica seletiva para fibras sensitivas
e motoras através deste mesmo enxerto. Walton et al.( em 1989,
descreveram o uso de enxertos de veia no reparo de lesdes de
nervos digitais comparaveis aos controles (enxertos de nervos),
havendo resultados superiores ao controle em defeitos de 10 mm.
Entretanto, esta técnica apresentava a desvantagem de ser mais
suscetivel ao colapso.

O conceito de enxertos venosos para reconstrugao neural trouxe
uma alternativa para diminuir a seqliela da area doadora neural,
ainda que com restrigdes: 1. seus maiores beneficios sdo obser-
vados em lesdes menores de 10 mm; 2. 0 enxerto venoso invertido
parece ter melhor resultado; 3.0 tempo operatério mantém-se
extenso, pois necessita de dissec¢ao dos vasos.

Para diminuir o tempo operatério e morbidade cirdrgica, o enxerto
venoso coletado de doador cadaver poderia ser utilizado. Como
mostrado por Wolff et al.("®¥ os vasos podem ser preservados em
glicerol sem destruicdo de sua estrutura, 0 que permite seu uso
na microcirurgia vascular, tendo ainda a vantagem de diminuir a
imunogenicidade do enxerto.

O objetivo deste trabalho € avaliar o grau de reparagao nervosa,
através de histologia quantitativa, e de estudo funcional, apds re-
paracao com auto-enxertia e veia glicerolada de lesées com perda
de 5mm de nervo fibular em ratos Wistar.

MATERIAIS E METODOS

Dez ratos da raga Wistar com 8 semanas, peso entre 200g e
300g foram utilizados. Para o procedimento cirlrgico, os animais
foram anestesiados com pentobarbital sédico (5m/kg) injetados
intraperitonealmente. Com técnica microcirirgica, foram criados
defeitos de 5mm de extens&o no nervo fibular da pata direita dos
ratos a 5 mm de sua origem do nervo cidtico. Os animais foram
divididos em 2 grupos de cinco animais de acordo com o tipo de
reparacao realizada.

Nos animais do grupo A (controle) a correcao do defeito foi reali-
zada através da sutura do segmento de nervo retirado, mantendo
a orientag&o original com uso de pontos epineurais separados
de fio Mononylon 10-0 (Ethicon) (funcionando como um enxerto
autdégeno).

Nos animais do grupo B, interpbs-se um segmento de veia jugu-
lar interna direita autdbgena preparada através de tricotomia da
porgao anterior cervical, incisdo na porcao paramediana cervical
e isolamento da veia jugular interna com ressecc¢ao de 10 mm de
sua extensao sendo ligados seus cotos distal e proximal. Este
enxerto de veia foi coletado 7 dias antes e permaneceu estocado
em tubo individual identificado, com 20ml de solug&o de glicerol a
98% e refrigerado em temperatura de 4°C(¢'®. No dia da enxertia,
as veias foram mantidas em solugéo de soro fisiolégico por 30
minutos antes de sua utilizacao.

Aveia jugular foi ancorada em sua posigéo através de pontos em “U”
de fio Mononylon 10-0 (Ethicon), passado em cada extremidade da
seguinte maneira: de fora para dentro na veia, atravessando o epineu-
ro no coto do nervo e voltando na veia de dentro para fora, devendo
a veia cobrir 2.5 mm do coto do nervo. A segunda extremidade foi
fixada com a mesma técnica (Figura 2). O fechamento foi feito por
planos da musculatura e pele com fio cirlrgico inabsorvivel.
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Os animais receberam agua e comida ad libitum e foram sacrifi-
cados 6 semanas apos a cirurgia para realizar analise histologica
e contagem do nUmero de axdnios mielinizados regenerados. A
avaliagdo da recuperacgéo funcional foi realizada através da téc-
nica que analisa a impressao das patas posteriores durante uma
caminhada (“walking track analysis”) no pré e pds-operatorio, na
terceira semana e no momento do sacrificio (6 semanas).

AVALIAGAO HISTOLOGICA

A andlise histoldgica foi realizada com o fragmento da porgéo mé-
dia do segmento interposto. O material foi analisado apds fixagao
em solugao de glutaraldeido a 2% e em solucao de tetroxido de
6smio a 1%. Incluido em resina pura de perdxido de bezoila a 1%
e hidroxietilmetacrilato. Realizamos cortes transversais de 2 micras
de espessura, corados com azul de toluidina a 1%.

Nos cortes foi analisada a arquitetura geral do nervo regenerado,
procurando-se identificar o padrao de organizagéo do tecido neural
dentro dos enxertos neurais e venosos, o grau de mielinizagao e da
reorganizagao axonal, a disposigao dos fibroblastos e do tecido con-
juntivo epiperineurais, a presenga de escape de fibras axonais para
fora dos limites do epineuro e a analise da reagao tecidual®'®,

AVALIACAO FUNCIONAL

O grau de recuperagéo funcional associado a regeneragéo neural
foi avaliado pelo estudo dos padroes de deambulagao dos ratos
no pré-operatério e no pos-operatoério (imediato, 3 semanas e no
momento do sacrificio - 6 semanas), através da analise das pega-
das impressas pelas patas posteriores dos animais (“walking track
analysis”), de acordo com o método previamente descrito por De
Medinaceli et al."® e modificado por Bain et al.®?.

Foram coletadas as distancias das impressdes entre o primeiro
e quinto dedos (extensdo dos dedos — ED) e o comprimento da
pegada (CP), Figura 1.

Estes dados foram colhidos para os calculos dos indices de funcéo
do fibular (IFF) de cada animal, utilizando-se a formula proposta
por Bain et al.?9:
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Figura 1 - Esquema das medidas utilizadas para célculo do indice de funcao
cidtica
IFF= 174.9 x [(CPO - CPN) + CPN] +

80.3x [(EDO - EDN) + EDN] - 13.4
onde:

CPO = comprimento da pegada da pata operada
CPN = comprimento da pegada da pata normal
EDO = extensao dos dedos da pata operada
EDN = extensao dos dedos da pata normal

sendo:

IFF = préximo a zero® fungdo motora normal do nervo fibular
IFF = préximo a -100® completa disfungao.

211



RESULTADOS

Durante as seis semanas do estudo, todos os animais mantiveram-
se saudaveis, ndo sendo observadas infeccao da ferida cirdrgica,
nem Ulceras plantares neuro-distréficas.

No momento do sacrificio, 0 grupo A (auto-enxerto), sob anélise
macroscopica, demonstrava que 0s enxertos examinados estavam
intactos, sem neuromas visiveis.

Nos animais do grupo B (veia autdbgena+glicerol) observou-se
a presenca de uma fina camada de tecido fibroso envolvendo
externamente as veias, que se mostravam intactas. Nao foram
observados neuromas macroscopicamente e nenhum caso de
colabamento.

Avaliacao Histoldgica:

No Grupo A (auto-enxerto), a analise microscépica das laminas
mostrou a presenga de grande quantidade de fibras com didametros
variaveis, razoavelmente mielinizadas, dispersas por todo estroma
neural, por vezes agrupadas em pequenos fasciculos. A reagdo
tecidual em volta do enxerto foi maior se comparada com a do
grupo B. Foi detectado escape de fibras regeneradas para fora
dos limites do epineuro em todos os animais (Figura 2).

No Grupo B (veia autégena), a reacéo de fibrose ao redor das veias
foi claramente menor se comparada com a do Grupo A (auto-en-
xerto). Foram observados escapes neurais com menor freqéncia
(Figura 3). As fibras nervosas eram de médio calibre, medianamente
mielinizadas e apresentavam disposigdo em minifasciculos com
areas de pouca densidade axonal no estroma neo-formado, con-
tendo apenas tecido conectivo. Entretanto, apresentava intensa
neoangiogénese. De um modo geral, a area ocupada pelas fibras
regeneradas nesse grupo foi menor que aquela visualizada no
grupo A (controle).

Figura 2 - Grupo A: auto-enxerto

Figura 3 - Grupo B: veia glicerolada

Estudo Funcional:

O grau de recuperagao funcional foi avaliado pelo estudo dos
padrées de deambulagéo dos ratos no pré-operatério e no pos-
operatério (imediato, 3 semanas e com 6 semanas), através da
andlise das pegadas impressas pelas patas posteriores dos
animais (“walking track analysis”), fornecendo os valores médios
dos IFF, calculados para cada grupo (Figura 4).
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Figura 4 - IFF do Grupo A (auto-enxerto) e Grupo B (veia autégena
glicerolada)

Conforme demonstrado na Figura 4, os valores de IFF para o
periodo pds-operatério imediato, com 3 e 6 semanas, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos anali-
sados, havendo sim um crescimento linear do IFF em ambos. Estes
dados foram obtidos através de anélise estatitica pelo método de
comparagdes multiplas de Bonferroni.

DISCUSSAO

Nos casos de lesdes de nervos periféricos com perda de substan-
cia, onde a extensao do defeito impede a reaproximacgao direta dos
cotos, o melhor método de reparo parece ser a auto-enxertia®-
Entretanto, existem fatores que nos levam a procurar um novo
conduite para o crescimento axonal: 1. a retirada de material au-
télogo para enxertia sempre produz morbidade da area doadora;
2. grandes defeitos demandam a retirada de extensas porgoes
de tecido autdbgeno, muitas vezes indisponiveis; 3. a utilizagao
de materiais artificiais ou de banco de tecidos poupa o tempo da
retirada de material autdlogo®’; 4. os resultados n&o sao totalmente
satisfatorios com a utilizagdo de auto-enxerto@.

Ainterposicao de condutores tubulares como ponte entre 0s cotos
do nervo seccionado, tem apresentado resultados experimentais
e clinicos animadores. Na corregdo de pequenos defeitos, onde
a distancia entre os cotos ndo é grande o suficiente a ponto de
atrapalhar a atragcdo quimiotatica e quimiotréfica exercida pelo
coto distal sobre o cone de crescimento axonal, os resultados séo
comparaveis aos obtidos com autoenxertos®.

A técnica de tubulizacéo oferece ainda vantagens tedricas adicio-
nais sobre os métodos tradicionais de enxertia: proporciona boa
coaptacdo dos dois cotos, com menor trauma de manipulacao;
possibilita melhor confinamento das fibras em crescimento dentro
do tubo, isolando o local de reparo da reagao inflamatéria circun-
dante; orienta o crescimento das fibras em direcéo ao coto distal,
possibilitando a concentragdo de fatores neurotréficos locais;
reduz a formagéo de neuromas € o escape de fibras para fora do
condutor; permite a veiculagao de substancias potencializadoras
da regeneragéo®.

Muitos materiais tém sido utilizados para elaboragédo dos tubos,
podendo ser absorviveis ou ndo absorviveis®
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O tubo ideal teria que ser inerte, flexivel, absorvivel, inibidor do
processo cicatricial e facilitador da cicatrizagao e do processo de
regeneracao neural.

A flexibilidade do tubo é necessaria para protecédo do nervo em
regeneracdo quando da mobilizacdo da parte lesada. Apesar de
ser reabsorvivel, este tubo deveria permanecer “in situ”, sem de-
gradacéao, no periodo necessario para que 0s axonios crescessem
e atingissem o coto distal®

Muitos materiais tém sido utilizados para elaboragédo dos tubos
absorviveis®. Clinicamente, uma menor resposta inflamatéria é
desejavel para prevenir adesoes a estruturas vizinhas, em particular,
0s tenddes em cirurgias reparadoras nas maos.

O enxerto venoso pode ser empregado como camara de tubuliza-
Gao0, entretanto pouco se sabe sobre as alteracdes histoldgicas tan-
to no seu emprego clinico como em modelos experimentais®.
Weis utilizou enxertos venosos em modelos experimentais, afirman-
do que deveria haver tensao entre a sutura neural, pois favoreceria
a orientagao longitudinal para a regeneracgao das fibras axonais(?.
Algumas décadas apds, mostrou-se que a tensdo sobre a sutura
neural apresentava um efeito deletério®. Desta forma, os enxertos
venosos deveriam servir como um guia entre 0s cotos neurais,
mantendo a regido livre de tensao.

A utilizagéo do enxerto de veia autélogo como tubo neural ou como
cobertura de linhas de sutura esté relacionada com a formagao de
tecido conectivo e diminuicao da regeneragao axonal®. Acredita-se
que o contato das células endoteliais com o tecido neural produza
este tecido cicatricial antes de ocorrer a neuroregeneracao.
Recentemente, alguns autores mostraram experimentalmente
vantagens do uso de veia invertida (a0 avesso) em relagéo ao
enxerto tradicional de veia e também quando comparado com os
tradicionais enxertos de nervo. Foi demonstrado que colageno e
laminina promovem a regeneracéo neural®. A camada adventicia
das veias € uma rica fonte de colédgeno, e a camada muscular
média das veias é rica em laminina. Invertendo a orientagédo normal
da veia, ocorre uma melhor exposicado dos axénios ao colageno
existente na camada adventicia.

Brunelli et al.®, realizaram estudo com condutor venoso preen-
chido com musculo fresco autégeno e demonstrou a qualidade
superior dos resultados para distancias até o dobro dos conduto-
res preenchidos por axénios em tubos vazios. Acredita-se que a
presenca de células musculares no interior diminuiria a incidéncia
de colabamento do vaso.
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O uso de vaso preservado em glicerol tem sido descrito para mi-
crocirurgia vascular, mas nunca na reconstrugao neural. A reagao
de rejeicao apos transplante alogénico de veia é histologicamente
detectado por um infiltrado predominantemente de células mono-
nucleares!'”). Esta reacéao depende do grau de histocompatibilidade
e da espessura da camada média que contém células musculares
imunogénicas'>'". A preservagdo com glicerol leva a uma perda
da camada intima e atrofia das células musculares da camada
media. Entretanto, ha preservagdo das fibras elasticas na veia
preservada‘”.

Em relagéo a histologia, demonstrou-se que houve maior escape
neural e maior reacao inflamatéria circundante ao enxerto no grupo
A (auto-enxerto) do que no grupo B, onde os ratos foram subme-
tidos a técnica de tubulizacéo. A regeneracéo neural apresentou
padrdes semelhantes entre os grupos Ae B com relagdo ao padrao
de distribuicao de fibras axonais e seu grau de mielinizacao.

CONCLUSOES

A anélise histoldgica e a avaliagao funcional da reparagao nervosa
obtida ap6s 6 semanas por meio de auto-enxertia de nervo e veia
autégena preservada em glicerol para a corregao de defeitos de 5
mm em nervos fibulares de ratos, permitem concluir que o grupo
controle A (auto-enxerto) apresentou uma maior reacao tecidual
se comparada ao grupo B, além de maior presenca de escape de
fibras axonais. A utilizacéo de veia autdgena sem preservagao de-
monstrou padrao histoldgico de areas de menor densidade axonal,
presenca de tecido conectivo no interior do estroma neoformado
, maior neoangiogénese . Entretanto, o padréo histolégico foi se-
melhante em relagdo ao grupo controle (auto-enxerto).

Neste estudo foram constatados dados funcionais objetivos (IFF)
que comprovam uma evolugao semelhante dos animais subme-
tidos ao tratamento com relagéo ao controle (auto-enxerto) € o
grupo B (veia autégena preservada em glicerol ) apresentou uma
resposta funcional (IFF) estatisticamente semelhante ao grupo
controle durante todo o periodo do pos-operatério (imediato, 3 e
6 semanas).

O uso de veia autbgena preservada em glicerol parece ser uma al-
ternativa para a reconstrucao neural. Este material pode ser mantido
de bancos de tecido, ndo ha necessidade de imunossupressao pds-
operatéria e como qualquer outro método de tubulizacéo, permite
a veiculagao de substancias neurotroficas em seu interior.
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